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Abstrak— Merkuri merupakan logam berat paling toksik 
dibandingkan dengan logam berat lainnya. Beberapa bakteri ada 
yang resisten merkuri. Salah satu genus bakteri resisten merkuri 
dan mampu mengakumulasi merkuri yaitu Azotobacter. 
Azotobacter merupakan bakteri pemfiksasi nitrogen bebas non 
simbiotik yang melimpah di daerah rhizosfer lahan pertanian dan 
merupakan bakteri penghasil EPS yang dapat berfungsi sebagai 
pengkhelat logam. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan 
isolat Azotobacter yang resisten terhadap merkuri HgCl2, dan 
mengukur kemampuan bioakumulasinya terhadap HgCl2. Isolasi 
bakteri Azotobacter dilakukan dengan media selektif 
Azotobacter. uji resistensi HgCl2 dilakukan dengan streak agar 
miring dan kemampuan bioakumulasi diukur dengan metode 
serapan atom serta uji viabilitas menggunakan metode pour plate. 
Analisis beda nyata dengan ANOVA pada taraf 5% dilanjutkan 
dengan uji beda nyata terkecil (BNT). Tiga isolat Azotobacter 
dari lahan eco urban farming ITS resisten terhadap HgCl2 
sampai 20 mg/L yaitu A5, A6, dan A9. Efisiensi bioakumulasi 
yang tertinggi pada pemaparan HgCl2 5 mg/L yaitu isolat A5 
(89%) dan A9 (87%). 
 
Kata Kunci—Azotobacter, Bioakumulator, Merkuri, Uji 
resistensi. 
I. PENDAHULUAN 
ERKURI merupakan salah satu logam berat paling 
toksik dan keberadaannya di lingkungan dapat 
terakumulasi pada berbagai tingkat trofik rantai 
makanan. Pencemaran merkuri di lingkungan telah menjadi 
masalah dunia karena tingkat kontaminasinya di lingkungan 
semakin lama semakin meningkat akibat aktivitas 
antropogenik dan kegiatan industri yang menggunakan merkuri 
[1]. Toksisitas merkuri tergantung dari struktur kimianya, rute 
masuknya dalam tubuh dan lamanya pemaparan [2]. Merkuri 
dalam bentuk ion (Hg2+) akan terakumulasi di ginjal dan metil 
merkuri (CH3Hg) akan terakumulasi di otak [3]. Kasus 
keracunan merkuri pertama kali dilaporkan di Minamata 
Jepang pada tahun 1956 yang kemudian dinamakan 
“Minamata Disease” dengan gejala kerusakan otak, gangguan 
bicara, dan hilangnya keseimbangan [4]. 
Toksisitas logam berat merkuri dapat dikurangi oleh 
aktivitas bakteri. Beberapa bakteri mampu hidup pada 
lingkungan yang tercemar merkuri disebut bakteri resisten 
merkuri (BRM). Bakteri resisten merkuri biasanya memiliki  
gen resisten merkuri yang disebut gen mer operon [5]. 
Umumnya struktur mer operon terdiri dari gen metaloregulator 
(merR), gen transport merkuri (merT, merP, merC, merF), gen 
merkuri reduktase (merA) dan organomerkuri liase (merB) [6]. 
Gen merA mengkode merkuri reduktase yang berfungsi untuk 
mereduksi Hg2+ menjadi  Hg0 volatil dan merB mengkode 
organomerkuri liase yang berfungsi untuk memutus ikatan C-
Hg. Bakteri resisten merkuri dibagi menjadi 2 tipe yaitu (1) 
bakteri resisten merkuri spektrum sempit adalah bakteri yang 
hanya resisten terhadap merkuri anorganik dan (2) bakteri 
resisten merkuri spektrum luas adalah bakteri yang resisten 
terhadap merkuri anorganik dan mekuri organik [7]. 
Berdasarkan penelitian Zulaika, dkk., Genus Bacillus, 
Staphylococcus, dan Azotobacter merupakan bakteri resisten 
merkuri pada 11 mg/L HgCl2 [8]. Azotobacter adalah bakteri 
non simbiotik yang mampu memfiksasi nitrogen, melarutkan 
fosfat [9], dan banyak ditemukan di rhizosfer lahan pertanian 
[10]. Disamping itu bakteri Azotobacter juga merupakan 
bakteri resisten merkuri dan dapat berperan sebagai 
bioakumulator merkuri [11]. Berdasarkan penelitian [12], 
Azotobacter yang telah diisolasi dari tanah pertanian, mampu 
resisten sampai dengan konsentrasi 100 nmol HgCl2 dan 
mampu mereduksi 2,6 mg HgCl2 dalam 200 ml media Nutrient 
Broth (NB) yang mengandung HgCl2 3,3 mg.  
Institut Teknologi Sepuluh Nopember (ITS), mempunyai 
lahan eco urban farming yang ditanami sayuran organik dan 
pupuk yang digunakan adalah pupuk organik atau kompos 
[13]. Salah satu bakteri yang berperan dalam meningkatkan 
hara nitrogen dalam kompos adalah Azotobacter [14]. Isolasi 
bakteri Azotobacter di lahan eco urban farming ITS, selain 
didapatkan bakteri Azotobacter sebagai biofertilizer juga dapat 
digunakan sebagai agen bioremediasi lingkungan tercemar 
merkuri. Oleh karena itu perlu dilakukan isolasi bakteri 
Azotobacter untuk mengetahui tingkat resistensi dan mengukur 
kemampuan bioakumulasinya terhadap merkuri HgCl2. 
II. METODOLOGI 
A. Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian dilakukan pada bulan Januari hingga bulan Juni 
2014 di Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi Jurusan 
Biologi FMIPA-ITS. Analisis bioakumulasi logam merkuri 
dilakukan di Laboratorium Penelitian dan Konsultasi Industri 
Surabaya. 
B. Isolasi Azotobacter 
Isolsi Azotobacter dilakukan dengan cara sampel tanah dari 
lahan eco urban farming ITS diambil secara komposit,  
ditimbang sebanyak 10 gram, dimasukkan ke dalam 90 ml 
akuades steril. Dilakukan pengenceran 10-1 sampai dengan 10-7 
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[15]. Masing-masing pengenceran, diambil sebanyak 0,1 ml, 
ditumbuhkan pada media selektif Azotobacter agar yang 
mengandung 0,1 mg/L HgCl2 dengan metode spread plate. 
[16]. Inkubasi dilakukan pada suhu ruang selama 24 jam. 
Koloni yang tumbuh diamati karakteristiknya dan 
dibandingkan dengan kontrol positif yaitu Azotobacter 
chroococcum. Koloni Azotobacter chroococcum mempunyai 
ciri putih basah dan berubah menjadi coklat setelah 3-5 hari 
inkubasi [15]. Koloni yang diduga Azotobacter chroococcum 
dimurnikan dengan metode 16 goresan pada media Nutrient 
Agar. Selanjutnya dilakukan pengamatan kemurnian sel 
dengan metode pewarnaan methylen blue dan untuk 
memastikan bahwa isolat tersebut Azotobacter, dilakukan 
pewarnaan Gram dan pewarnaan kista. 
C. Uji Resistensi Terhadap HgCl2 
Uji resistensi dilakukan dengan menumbuhkan isolat 
Azotobacter yang didapat dari hasil isolasi pada media selektif 
Azotobacter slant agar [11], yang mengandung HgCl2 berbagai 
konsentrasi mulai dari konsentrasi 0.5 mg/L dan seterusnya 
sampai konsentrasi yang mampu ditoleransi isolat Azotobacter. 
Inkubasi dilakukan selama 24 jam pada suhu ruang, koloni 
yang tumbuh merupakan isolat yang resisten terhadap HgCl2. 
Isolat yang digunakan adalah isolat yang paling resisten 
terhadap HgCl2. 
III. HASIL DAN PEMBAHASAN 
A. Isolasi Azotobacter 
Hasil isolasi Azotobacter menghasilkan 10 isolat dengan 
kode A1a, A1b, A2, A3, A5, A6, A7, A8, A9, dan A10. Isolat 
yang telah dipurifikasi kemudian dilanjutkan dengan 
pengamatan karakteristik morfologi koloni, pewarnaan Gram 
dan pewarnaan cysta. 
 
Tabel 1. 
Karakteristik morfologi koloni isolat Azotobacter 
    Pengamatan     
Isolat Bentuk koloni Elevasi Tepi 
Warna koloni 
muda 
Warna koloni 
tua 
(> 1 bln) 
Ukuran 
koloni Bentuk sel 
A1a Irregular Flat Undulate Krem Slimy (berair) Coklat 1 cm Basil pendek 
A1b Circular Convex Entire Krem bening Slimy (berair) 
Krem 
kecoklatan 2 mm Basil pendek 
A2 Circular Convex Entire Krem kecoklatan Coklat muda 2 mm Coccus 
A3 Circular Pulvinate Entire Krem bening Slimy (berair) 
Kuning; pusat 
koloni: orange 3 mm Basil pendek 
A5 Circular Convex Undulate Putih susu Kuning kecoklatan 3 mm Basil pendek 
A6 Circular Convex Erose Putih susu Krem kecoklatan 3 mm Basil pendek 
A7 Circular Convex Erose Putih susu Krem 2 mm Basil pendek 
A8 Circular Flat Entire Tranparan Transparan 2 mm Basil pendek 
A9 Irregular Flat Undulate Putih susu Krem kekuningan 3 mm Basil pendek 
A10 Irregular Raised Erose Putih susu Krem 5 mm Basil pendek 
 
 
Pewarnaan cysta dilakukan untuk memastikan bahwa isolat 
yang didapatkan adalah Azotobacter. Pembentukan cysta 
diinduksi dengan cara menumbuhkan isolat Azotobacter pada 
media Burk’s dengan butanol sebagai sumber karbon selama 7 
hari [17]. Keberadaan cysta merupakan karakter kunci pada 
genus Azotobacter. Menurut Madigan, dkk., Azotobacter dapat 
membentuk struktur istirahat (resting cell) yang disebut cysta 
dimana sel dikelilingi oleh dinding sel yang tebal [18]. Hasil 
pewarnaan Gram menunjukkan bahwa semua isolat adalah 
bakteri Gram (-), dan hasil pewarnaan cysta terlihat ukuran sel 
menjadi lebih kecil atau lebih pendek dengan dinding cysta 
yang tebal.   
 
Gambar. 1.  Cysta Azotobacter A9 
B. Uji Resistensi Terhadap HgCl2 
Uji resistensi dilakukan untuk mengetahui tingkat resistensi 
isolat Azotobacter dan untuk mengetahui range finding test 
perlakuan selanjutnya yaitu uji bioakumulasi Hg2+. Hasil 
pengukuran sampel tanah lahan eco urban farming ITS, 
konsentrasi kandungan Hg adalah 0,004 mg/L dan sampel air 
di sekitar lahan eco urban farming ITS adalah 0,002 mg/L. 
Isolat Azotobacter yang diisolasi menunjukkan sifat resistensi 
yang lebih tinggi dari konsentrasi merkuri dihabitatnya. 
Menurut Manampiring dan Keppel, suatu bakteri dikatakan 
resisten merkuri apabila bakteri tersebut dapat bertahan pada 
konsentrasi merkuri 0,01 ppm [19]. Hasil uji resistensi 
menunjukkan resistensi isolat Azotobacter terhadap HgCl2 
bervariasi seperti pada Tabel 2. 
 
Tabel 2.  
Resistensi Azotobacter terhadap HgCl2. 
Isolat Pertumbuhan isolat Azotobacter pada media 
yang mengandung HgCl2 (mg/L) 
 
0,5 5 10 15 20 
A1a +++ +++ ++ - - 
A1b +++ +++ - - - 
A2 +++ +++ - - - 
A3 +++ +++ - - - 
A5 +++ +++ +++ +++ ++ 
A6 +++ +++ +++ +++ ++ 
A7 +++ +++ +++ +++ - 
A8 +++ +++ - - - 
A9 +++ +++ +++ + + 
A10 +++ +++ +++ ++ - 
Ket : +++ (baik), ++ (cukup baik), + (kurang baik). 
 
Berdasarkan pada tabel 2, semua isolat Azotobacter mampu 
tumbuh dengan baik pada konsentrasi 0,5 dan 5 mg/L HgCl2 
kecuali isolat A1a yang yang mampu tumbuh cukup baik pada 
konsentrasi 5 mg/L HgCl2. Pada konsentrasi 10 mg/L HgCl2, 
hanya isolat A5, A6, A7, A9, dan A10 yang mampu tumbuh 
dengan baik. Pada konsentrasi 15 mg/L HgCl2 terdapat 3 isolat 
(A5, A6, A7) mampu tumbuh baik, dan pada konsentrasi 20 
mg/L HgCl2 hanya 2 isolat yang  mampu tumbuh cukup baik 
yaitu A5, dan A6. 
Isolat Azotobacter yang berhasil diisolasi menunjukkan 
tingkat resistensi terhadap merkuri yang berbeda-beda. 
Perbedaan tingkat resistensi terhadap merkuri HgCl2 
disebabkan oleh susunan gen mer operon yang berbeda 
disetiap isolat. Komponen gen mer operon pada setiap spesies 
adalah tidak sama, terdapat variasi komposisi gen-gen 
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penyusunnya [20]. Selain itu, perbedaan kemampuan resistensi 
juga dipengaruhi oleh perbedaan tingkat ekspresi gen mer 
operon antara spesies bakteri satu dengan spesies bakteri yang 
lain [21]. 
Isolat yang digunakan pada uji bioakumulasi adalah  isolat 
yang paling resisten dengan morfologi koloni yang mempunyai 
perbedaan menyolok, isolat tersebut adalah A1a, A5, dan A9. 
Pemilihan ketiga isolat tersebut didasarkan pada perbedaan 
karakteristik morfologi koloni tua dan tingkat resistensinya 
terhadap HgCl2 diatas 10 mg/L. Isolat A1a mempuyai warna 
koloni coklat, resisten pada 10 mg/L HgCl2, A5 kuning 
kecoklatan dan A9 krem kekuningan yang resisten terhadap 
HgCl2 20 mg/L. Data uji biaokumulasi tidak ditampilkan. 
IV. KESIMPULAN/RINGKASAN 
Sepuluh isolat Azotobacter resisten merkuri yang diisolasi 
dari lahan eco urban farming ITS yaitu A1a, A1b, A2, A3, 
A5, A6, A7, A8, A9, dan A10. Semua isolat resisten 0,5 dan 5 
mg/L HgCl2, dan hanya 3 isolat yang resisten sampai dengan 
konsentrasi 20 mg/L yaitu isolat A5, A6, dan A9.  
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